



















endocrine  therapy;  however,  an  unpredictable  subgroup  of  patients will  develop  resistance  to 
endocrine therapy. The SLC7A5/SLC3A2 complex is a major route for the transport of large neutral 
essential amino acids through the plasma membrane. Alterations in the expression and function of 
those  amino‐acid  transporters  lead  to  metabolic  reprogramming,  which  contributes  to  the 




protein  levels.  In vitro experiments were conducted  to  investigate  the effect of SLC7A5/SLC3A2 
knockdown in the proliferation of cancer cells and to the sensitivity to tamoxifen. We found that 
proliferation‐related  genes  are  highly  expressed  in  a  subgroup  of  patients  with  high 
SLC7A5/SLC3A2, and knockdown of SLC7A5/SLC3A2 decreased proliferation of ER+ breast cancer 
cells.  In  patients  treated  with  endocrine  therapy,  high  SLC7A5/SLC3A2  co‐expression  was 
associated with poor patient outcome, and depletion of SLC7A5/SLC3A2 using siRNA increased the 







and  the measurement  of  hormone‐receptor  protein  expression,  using  immunohistochemistry,  is 
essential,  but  not  sufficient  to  accurately  predict  benefit  from  endocrine  treatment.  However, 
oestrogen‐independent growth often exists de novo at diagnosis or develops during the course of 
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Amino‐acid  transporters  are  transmembrane  proteins  that  have  essential  functions  in  protein 
synthesis to maintain cell integrity and cell cycle progression. Additionally, they play vital roles in 
cancer growth by  regulating energy metabolism, gene expression and signalling pathways  [2].  In 
order  to  fuel  rapid  proliferation,  cancer  cells  display  an  increased  demand  for  amino‐acid 











[11–18],  the  relation of  their  co‐expression with  endocrine  therapy  efficacy  in ER+/HER2− breast 








histochemical  score  (H‐score)  of  15.  To  explore  the  prognostic  and  predictive  value  of 
SLC7A5/SLC3A2 co‐expression in ER+/HER2− breast cancer at the mRNA and protein levels, the cases 
were divided  into  four  categories  (SLC7A5−SLC3A2−, SLC7A5+SLC3A2−, SLC7A5−SLC3A2+  and 
SLC7A5+SLC3A2+). 
To determine  the  association  of  clinicopathological  factors with mRNA  SLC7A5/SLC3A2  co‐
expression  in ER+/HER2− breast  cancer,  the Molecular Taxonomy of Breast Cancer  International 
Consortium (METABRIC) cohort was used. Results showed that tumours with SLC7A5+/SLC3A2+ 
mRNA  co‐expression were  positively  associated with  high  grade  tumours,  a  poor Nottingham 
Prognostic Index (NPI) and vascular invasion (p < 0.05), as seen in Table 1. The analysis for protein 
expression showed consistency with mRNA results, where the SLC7A5+SLC3A2+ subgroup of the 
patients was  significantly  associated with  aggressive  clinicopathological  characteristics  (p  <  0.05; 
Table 1). 
Table  1. Clinicopathological  associations  of  SLC7A5/SLC3A2  co‐expression  in ER+/HER2−  breast 
cancer. 
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with proliferation of ER+ breast cancer. We used the METABRIC dataset to investigate the association 
between  the  SLC7A5/SLC3A2  mRNA  subgroups  and  the  expression  of  well‐characterized 
proliferation related‐genes. We found that the SLC7A5+SLC3A2+ subgroup of patients associate with 
a  high  expression  of  CCNA2  (cell  cycle  progression  regulator),  CCNB1  (G2/M  transition  phase 
regulator),  TOP2A  (controls/alters  topologic  state  of  DNA  during  transcription)  and  PCNA 
(eukaryotic DNA replication regulator) (p < 0.05; Figure 1C–F). 






(F) PCNA,  using  the METABRIC  cohort. A  one‐way ANOVA with  the  post‐hoc Tukey multiple 
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comparison test was used, and p values of ≤ 0.05 were considered significant. (G) MCF‐7 and (I) MDA‐












the prognostic value  in ER+/HER2− breast  cancer, whereby  the SLC7A5+SLC3A2+  subgroup was 
associated with poor clinical outcome. Specifically, patients with SLC7A5+SLC3A2+  tumours were 
significantly associated with disease  recurrence, distant metastasis and a high  risk of death  from 
breast  cancer  (p  <  0.05; Figure  2A–C)  compared with  the other  subgroups, which  showed better 
clinical outcome. A Kaplan–Meier survival analysis was performed to determine patient outcome at 
the protein levels for SLC7A5/SLC3A2 co‐expression. Results were consistent with SLC7A5/SLC3A2 






breast  cancer using  the METABRIC  cohort:  (A)  recurrence,  (B) distant metastasis  and  (C) breast‐
cancer‐specific  survival.  Kaplan–Meier  of  SLC7A5/SLC3A2  protein  co‐expression  and  patient 













Recurrence    1.3  0.8–2.0  0.239  0.4 
Distant 
metastasis    1.4  0.8–2.4  0.147  0.2 
Survival  1.6  0.9–3.0  0.106  0.2 
SLC7A5−SLC3A2+ 
Recurrence    0.9  0.7–1.2  0.720  0.9 
Distant 
metastasis    1.0  0.7–1.3  0.821  1.0 
Survival  1.1  0.8–1.6  0.289  0.3 
SLC7A5+SLC3A2+ 
Recurrence    1.7  1.2–2.5  0.002  0.008 
Distant 
metastasis    2.4  1.6–3.5  0.000004  <0.0001 
Survival  3.2  2.0–4.9  1.0 × 10−7  <0.0001 
p*: Adjusted p value. 
Cox  regression  analysis  was  used  to  investigate  the  independent  prognostic  value  of 
SLC7A5/SLC3A2  co‐expression  in  ER+/HER2−  patients.  Results  from  the  METABRIC  cohort 
demonstrated  that  SLC7A5+SLC3A2+  co‐expression  was  a  predictor  of  poor  recurrence,  distant 
metastasis  and  short  survival  (p  =  0.05;  Table  3).  This  was  consistent  when  analysing  protein 
























































































































After  showing  that SLC7A5/SLC3A2  co‐expression was associated with a worse outcome  in 
patients with ER+ breast cancer, we next asked whether SLC7A5/SLC3A2 co‐expression correlates 







expression  of  either  SLC7A5  or  SLC3A2 may  help  to  identify  patients who  have  relapsed  after 
receiving  endocrine  therapy. There was no  significant difference  in  risk of  recurrence or distant 
metastasis  between patients with  low  vs. high  SLC7A5  or  SLC3A2  expression  in  the  endocrine‐
treated cohort  (Supplementary Figure S1A–D). However,  results of co‐expression were consistent 
with  the mRNA whereby patients who were  subject  to endocrine  treatment alone and with high 
SLC7A5+SLC3A2+  co‐expression  had  an  adverse  outcome  compared  to  patients  with  other 
subgroups  who  had  a  better  clinical  outcome  (p  <  0.01;  Figure  3D–F).  Further,  we  showed 
representative images of IHC staining for SLC7A5 and SLC3A2 from two cases of patients who were 
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cancer cells  to  tamoxifen, we knocked down SLC7A5 and SLC3A2  in combinations  in MCF7 and 
MDA‐MB‐175‐VII cells using siRNAs. We then treated siRNA targeted and scrambled control cells 
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Figure 3. Kaplan–Meier of SLC7A5/SLC3A2 mRNA co‐expression in patients with ER+/HER2− breast 






SLC7A5  and SLC3A2  (si‐SLC7A5/SLC3A2). Cells were  treated with different  concentrations of  4‐







cancer  cells are  related  to  tumour progression and  treatment  resistance  [3]. SLC7A5  functions  in 
supplying  amino  acids  to  cancer  cells  as well  as maintaining  intra‐cellular  leucine  [19,20],  and 
SLC3A2 is required for the functional expression of SLC7A5 in tumour cells [4]. 





prognostic markers  in different  types of cancer  [13–18]. We also have  recently demonstrated  that 
SLC7A5 and SLC3A2 singularly are associated with poor prognosis, particularly  in  the  luminal‐B 
subtype  of  breast  cancer  [11,12];  however,  studies  addressing  the  clinical  significance  of  the 
SLC7A5/SLC3A2  complex  in  ER+  breast  cancer  and  the  efficacy  of  endocrine  treatment  remain 
lacking.  In  this study, we report  that high SLC7A5/SLC3A2 co‐expression  is associated with poor 
clinical outcome  in ER+ breast cancer patients, while  those  in  the other combinatorial  subgroups 
showed  a  better  outcome.  These  findings  identify  an  association  between  co‐expression  of  the 
SLC7A5/SLC3A2 complex and a poor prognosis in ER+ breast cancer. 
Proliferating cells showed increased demand for amino acids to sustain their rapid growth, and 





associated with  a  high  expression  of  proliferation‐related  genes.  Previous  studies  reported  that 
increased expression of proliferation markers seem to influence the biological and clinical behaviour 
of the cancer cells, which supported our findings [22]. In addition, we found that silencing of both 




than 70% of breast  tumours. Although hormone  treatment  improves overall survival and reduces 
risk for relapse, an unpredictable subset of patients will relapse and die as a result of the disease [1]. 
Therefore, prediction of those patients that may or may not benefit from adjuvant endocrine therapy 




therapy, but with using  the  co‐expression,  the  ability  to predict poor patient outcome  is greatly 
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suggests  that  targeting  co‐expression  of  the  SLC7A5/SLC3A2  complex  might  be  a  potential 
therapeutic approach to improve the efficacy of endocrine therapy in ER+/HER2− early breast cancer. 
Despite our data demonstrating  the prognostic and predictive utility of SLC7A5/SLC3A2 co‐
expression  in  ER+  breast  cancer,  the  exact  mechanism  of  how  the  heterodimeric  complex  of 
SLC7A5/SLC3A2  contributes  to  endocrine  resistance  is  unclear  and  requires  further mechanistic 
investigations. Such  further  investigation should use  tamoxifen‐resistant cell  lines  to demonstrate 
that  knockdown  of  these  genes  changes  the  sensitivity  to  tamoxifen.  The  predictive  value  of 
SLC7A5/SLC3A2 co‐expression  regarding  the benefit  from endocrine  therapy will  require  further 
investigation in clinical trials of primary breast cancer treatment. 
Here we showed that high co‐expression of the SLC7A5/SLC3A2 complex could be used as a 
prognostic marker  to  predict  a  poor  response  to  endocrine  treatment  in  ER+  breast  cancer. We 
therefore  propose  that  the  co‐expression  of  the  SLC7A5/SLC3A2  complex  could  potentially  be 








are  summarized  in Table 5. This  study was performed according  to  the REMARK guidelines  for 




SLC7A5  and  SLC3A2  protein  expression  was  assessed  in  a  well‐characterized  series  of 























































































































detection  system  (RE7150‐K,  Leica  Biosystems,  Newcastle,  UK),  as  previously  described  [12]. 
Evaluation  of membranous  staining  for  SLC7A5  1:200  (EPR17573, Abcam, Cambridge, UK)  and 



















All  cells  were  regularly  tested  for  mycoplasma  contamination.  All  the  cell  lines  have  been 
authenticated using Short Tandem Repeat  (STR) profiling. Rabbit anti‐SLC3A2  (HPA017980) and 
mouse  anti‐β‐actin were purchased  from  (Sigma‐Aldrich, Dorset, UK), while  rabbit  anti‐SLC7A5 








MCF7 and MDA‐MB‐175‐VII cells were  transfected with SLC7A5  siRNA, SLC3A2  siRNA or 
scrambled  negative  control  siRNA using  lipofectamine RNAiMAX  (Invitrogen)  according  to  the 
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with PBST  followed by  incubation  for 1 h with  IRDye 800CW and 600RD  fluorescent  secondary 





USA). The  analysis  for  this  study  compared  SLC7A5−SLC3A2−  (both  SLC7A5  and  SLC3A2  low 
expression), SLC7A5+SLC3A2− (high SLC7A5 and low SLC3A2 expression), SLC7A5−SLC3A2+ (low 
SLC7A5 and high SLC3A2 expression) and SLC7A5+SLC3A2+ (both SLC7A5 and SLC3A2 showing 
high  expression).  The  chi‐squared  test  was  used  to  evaluate  the  significance  association  with 
clinicopathological  parameters.  For  the  continuous  variables,  differences  between  three  or more 
groups were assessed using one‐way ANOVA with  the post‐hoc Tukey multiple comparison test. 
































8. Yanagida,  O.;  Kanai,  Y.;  Chairoungdua,  A.;  Kim,  D.K.;  Segawa,  H.;  Nii,  T.;  Cha,  S.H.;  Matsuo,  H.; 
Fukushima, J.; Fukasawa, Y.; et al. Human L‐type amino acid transporter 1 (LAT1): Characterization of 
function and expression in tumor cell lines. Biochim. Biophys. Acta 2001, 1514, 291–302. 



















The amino acid  transporter SLC7A5  confers a poor prognosis  in  the highly proliferative breast  cancer 
subtypes and is a key therapeutic target in luminal B tumours. Breast Cancer Res. 2018, 20, 21. 
16. El Ansari, R.; Craze, M.L.; Diez‐Rodriguez, M.; Nolan, C.C.;  Ellis,  I.O.; Rakha,  E.A.; Green, A.R.  The 
multifunctional solute carrier 3A2  (SLC3A2) confers a poor prognosis  in  the highly proliferative breast 
cancer subtypes. Br. J. Cancer 2018, 118, 1115–1122.   
17. Shishido,  T.;  Uno,  S.;  Kamohara,  M.;  Tsuneoka‐Suzuki,  T.;  Hashimoto,  Y.;  Enomoto,  T.;  Masuko,  T. 
Transformation of BALB3T3 cells caused by over‐expression of rat CD98 heavy chain  (HC) requires  its 
association  with  light  chain:  Mis‐sense  mutation  in  a  cysteine  residue  of  CD98HC  eliminates  its 
transforming activity. Int. J. Cancer 2000, 87, 311–316. 
18. Elorza, A.; Soro‐Arnaiz, I.; Melendez‐Rodriguez, F.; Rodriguez‐Vaello, V.; Marsboom, G.; de Carcer, G.; 
Acosta‐Iborra,  B.; Albacete‐Albacete,  L.; Ordonez, A.;  Serrano‐Oviedo,  L.,  et  al. HIF2alpha  acts  as  an 
mTORC1 activator through the amino acid carrier SLC7A5. Mol. Cell 2012, 48, 681–691. 
19. Sakata, T.; Ferdous, G.; Tsuruta, T.; Satoh, T.; Baba, S.; Muto, T.; Ueno, A.; Kanai, Y.; Endou, H.; Okayasu, 





















Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 1407  17  of  17 
 




for Tumor Marker Prognostic  Studies  (REMARK): An Abridged Explanation  and Elaboration.  J. Natl. 
Cancer Inst. 2018, 110, 803–811. 
 
 
© 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access 
article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution 
(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
 
